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摘要 : 为 探索 独 猴 神经 干细胞 分 化 及 特性 维持 ,推进 神经 干细胞 临床 应 用 研究 ,该 实验 以 绿色 灾 光 集 日 (green 
fluorescence protein, GFP) 为 标记 探讨 儿 _ 猴 及 胎 干细胞 辣 玫 瑰 花 环 (rosettes) 结 构 神 经 干细胞 的 分 化 及 其 碱 性 成 纤维 
细胞 生长 因子 (basic fibroblast growth factor, bFGF) 和 表皮 生长 因子 (epidermal growth factor, EGP RIH IMEJ. HR 
表明 : 1) 建 立 了 稳定 高 效 的 猕猴 神经 干细胞 分 化 体系 , 在 该 分 化 体系 下 ，GFP 标记 猕猴 胚胎 干细胞 在 分 化 的 第 12 
天 时 , 95% 以 上 的 细胞 分 化 为 神经 干细胞 ; 2) 分 化 得 到 的 Rosettes 结构 神经 干细胞 经 bFGF/EGF 扩 增 后 ， 能 够 较 好 地 
维持 其 Rosettes 结构 ; 3) 经 bFGF/EGF 扩 增 后 的 rosettes 结构 神经 干细胞 移植 到 猕 猴 脑 内 后 能 够 较 好 的 存活 并 问 神 
经 元 分 化 ， 即 bFGF/EGF 扩 增 培养 能 较 好 地 维持 Rosettes 结构 的 神经 干细胞 ,日 移植 到 猕猴 脑 内 的 该 细胞 亦 能 够 
较 好 地 存活 并 问 神 经 元 分 化 ， 访 结果 为 神经 干细胞 应 用 于 临床 提供 了 基础 理论 依据 。 
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Abstract: To investigate the characteristics of rhesus monkey embryonic stem cells and to promote their clinical 
application, the differentiation and proliferation of rosettes neural stem cells from GFP marked rhesus monkey embryonic 
stem cells were studied The results showed that: 1) A stable and high-efficient neural differentiation system was 
established. More than 95% of the embryonic stem cells were differentiated into neural stem cells on the 12" days of 
differentiation; 2) the rosettes neural stem cells differentiated from the rhesus monkey embryonic stem cells could 
maintain their rosettes-shape by proliferating with bFGF/EGF; 3) the neural stem cells could differentiate into neurons 
after transplanted into the rhesus monkey brain. In conclusion, the rosettes neural stem cells differentiated from rhesus 
monkey embryonic stem cells could maintain their characteristics after proliferation with bFGF/EGF and they could 
survive and differentiate into neurons after transplanted into the rhesus monkey brain, which strongly supports the clinical 
application of neural stem cells in the future. 
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由 于 神经 干细胞 具有 目 我 更 新 、 多 淤 能 分 化 
(Gage, 2000). 迁移 功能 、 民 好 的 组 织 融 合 性 (Amar et 
al, 2003) 以 及 低 免疫 源 性 (Modo et al, 2003)， 为 许多 
难以 治愈 的 神经 系统 疾病 提供 了 新 的 治疗 途径 。 神 
经 干细胞 分 化 技术 的 完善 和 和 人工 谤 导 多 潜能 干 细 
胞 (induced pluripotent stem cells, IPS) 方 法 的 出 现 
(Okita et al, 2007), 使 细胞 蕉 代 治 疗 神 经 系统 疾病 
成 为 了 研究 热点 。 

体外 培养 条 件 下 ， 狼 猴 豚 胎 干 细胞 (embryonic 
stem cell，ESO) 能 够 分 化 为 神经 前 体 细 胞 、 神 经 元 
(Calhoun et al, 2003; Chen, 2003; Kuai, 2009) 及 胶 质 
细胞 (Chen, 2008); 但 是 ， 随 看 对 神经 干细胞 研究 的 
深入 , Pankratz et al (2007) DEWAR ja T An Ae [ed eH ZS 
于 细胞 分 化 时 ,形成 的 玫瑰 人 花环 (rosettes) 结 构 细 胞 ， 
才 是 真正 意义 上 的 早期 全 能 神经 前 体 细胞 ， 而 胚胎 
干细胞 来 源 的 神经 前 体 细胞 的 特性 维持 是 该 领域 











碱 性 成 纤维 细胞 生长 因 了 于 (basic fibroblast 
growth factor, bFGF) Gospodarowicz (1975) 在 
1974 年 从 牛 脑 中 分 离 纯 化 出 的 一 种 多 肽 因子 。 
bFGF 在 胚 脑 及 成 年 脑 中 均 有 分 小， 是 一 种 重要 的 
有 丝 分 袋 原 , 它 能 通过 作用 于 细胞 表面 相应 的 受 体 
促进 神经 干细胞 的 增殖 和 分 化 。 表 及 生长 因子 
(epid-ermal growth factor, EGF) 古 Cohen(1962) 首 次 
£7) BRAT AIL PRE ACSA — AD a FEA, 也 具有 
SZ We ZZ VE. SHER bFGF 和 
EGF WE rH Hat FA He(Murphy et al, 1990; 
Studer et al, 1998), 而 bFGF/EGF 扩 增 是 否 影 响 干 细 
胞 特性 存在 争议 (Du & Zhang, 2004; Elkabetz & 
Studer 2008; Hong et al, 2008; Koch et al, 2009)。 

猕猴 在 壮 传 和 生理 上 都 优 于 吐 齿 类 是 与 人 类 
更 为 接近 (Wolf et al, 2004)， 所 以 ， 狼 猴 豚 胎 干 细胞 
的 神经 分 化 可 为 探索 人 类 胚 胎 发 育 过 程 中 的 神经 
发 生 提 供 参 考 ， 同 时 可 用 于 神经 疾病 药物 筛选 以 及 

















开展 神经 干细胞 临床 治疗 的 相关 研究 。Li et al (2005) 


将 由 独 猴 胚胎 干细胞 分 化 得 到 的 神经 干细胞 移植 
至 大 鼠 脑 内 的 研究 ， 由 于 异种 移植 而 存在 种 属 差异 
性 。 因 此 , 本 研究 拟 通 过 建立 猕猴 神经 干细胞 诱导 
分 化 体系 , 探讨 bFGF/EGF 扩 增 能 和 否 维持 神经 干 细 
Hl Rosettes 结构 特性 ,并 在 同 物种 猕猴 上 进行 移植 
实验 , 为 神经 干细胞 移植 更 好 的 应 用 于 临床 提供 基 
础 理论 依据 。 
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1 材料 及 方法 


1.1 狂 猴 胚胎 干细胞 塔 庆 

tauGFP-rESCs 细胞 系 LYON-ES 野生 型 (LCYON- 
ES-WT)(Wianny et al，2008)( 法 国 里 昂 干 细胞 与 脑 
科学 研究 所 馈赠 ， 试 验 所 用 细胞 传代 至 第 8 一 20 FR) 
培养 在 丝 裂 霉 素 C(Sigma, 5 ug/mL, 2 h) 处 理 的 CF1 
小 鼠 饲 养 层 (CF1-MEF, 购 目 ATCC) 上 ,其 培养 方法 
参照 文献 Wianny et al (2008) 的 报道 进行 。 培 养 基 
为 80% Knockout DMEM(invitrogen)+20% Knockout 
serum replacement(KO-SR, invitrogen)+1% 非 必 需 
ZA 2 (Gibco)+1% PSG(invitrogen)+0.1 mM B- 统 基 
2.2 (sigma)+5 ng/mL bFGF(chemicon). 
1.2 GFP #ricdn3ie AA ha FARE [a] 4H 24 FZ oo 

参照 Pankratz et al(2007) 的 神经 分 化 方法 ， 建 
WSK WE K(embryoid Body, EB) 法 和 单 层 法 的 分 
化 体系 。 将 豚 胎 干细胞 克隆 通过 手工 挑选 ， 切 割 成 
1 000 个 细胞 去 右 的 细胞 团 其 ， 悬 译 培 养 ， 形 成 EB。 
悬浮 塔 养 基 为 :DMEMVAF12(1:1, Gibco). Neural basal 
medium(Gibco)、 1 X N2 supplement (Gibco), 2 
mmol/L 谷 氨 酰胺 (Sigma) 和 50 U/mL 青 - 链 短 素 
(Sigma)。 将 形成 的 EBs 转移 到 经 ECM(Sigma) 处 理 
成 分 限定 的 神经 分 化 塔 养 基 (neural differentiation 
culture medium，NDCM) 中 继续 培养 。NDCM 成 分 
为 : Fl2+ITS-x+2 hg/mL heparin+2 mmol/L 
glutamine (Sigma)+50 U/mL 青 -- 链 霉 素 (Sigma)。 
1.3 GFP 标记 猕猴 神经 干细胞 扩 增 

手工 挑选 培养 亚 中 Rosettes 结构 神经 干细胞 ， 
{Z 1:3 经 NDCM FJI 20 ng/mL 的 bFGF/EGF 
扩 增 后 维持 培养 。 分 化 培 詹 实验 的 传代 方法 同 干 细 
胞 培养 传代 方法 ， 只 是 不 添加 bFGF/EGF。 
1.4 ”神经 干细胞 的 猕猴 移植 

两 只 成 年 (5 a) 肢 体 残 疾 独 猴 ( 由 斗殴 引起 ) 由 中 
国 科学 院 昆 明 动 物 研 究 押 实验 动物 中 心 提 供用 于 
神经 干细胞 移植 实验 。 

实验 狼 猴 术 前 24 h ER, ENAK, A RE 
(10 mg/kg 体重 盐酸 氯胺酮 +20 一 30 mg/kg 体重 戊 巴 
比 冬 钠 +0.3 mg/kg 体重 阿托品 )。 FEW FC) PR 
ITAR RAE, IABP AS UA SK BZ Ja, FRI 
体 定位 仪 定 位 。 采 用 30 汉密尔顿 微量 注射 器 , 将 经 
过 bFGF/EGF 扩 增 后 维持 培养 3 TRAN 5 pL(1 X 10° 
个 /AD) 神 经 干细胞 移植 到 猕猴 海马 区 。 注 射 速度 为 
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0.5 ALmin， 停 针 1 min 后 ,缓慢 退 针 。 移 植 后 每 天 
HRE See Fl FA A fl as Zs A(CSA)10 mg/kg. 
15 免疫 组 织 化 学 染色 

贴 壁 培养 的 细胞 用 PBS 洗涤 2 遍 、4% 多 聚 甲 
醛 (Siema) 室 温 下 国定 20 min、0.4% Triton X-100 
(Sigma) 透 膜 15 min, PBS Xt 23m; 加 入 5% 的 BSA 
室温 下 封闭 1 h, 然后 加 入 一 抗 4 ‘CHART; 去 
挥 一 抗 后 , PBS 冲洗 3 W, AIA hth POR A 
1 h; PBS 洗涤 3 次 后 用 hochest33342 标记 细胞 核 。 
一 抗 包括 : Nestin 鼠 抗 日 元 隆 抗 体 (1:200; Chemi- 
con), B II[-tubulin 鼠 抗 单 克 隆 抗体 (1:200; Millipore) 
及 神经 胶 质 也 纤维 酸性 蛋白 (GFAP) 忌 抗 单元 隆 抗 
体 (1:1000; Chemicon)。 

细胞 移植 2 个 月 后 ， 麻 醉 猕 猴 ( 方 法 同 前 )。0.9% 
生理 盐水 经 心脏 灌流 、4% 多 聚 甲醛 灌流 固定 、 取 上 脑 ; 
4% 多 聚 甲醛 后 固定 3~4 d A 15%, 20%, 30%% 
度 蔗糖 脱水 ; LeicaCM1850 冰冻 切片 机 冰冻 切片 ; 
免疫 组 织 化 学 染色 , 方法 同 细胞 免疫 组 化 染色 。 一 
抗 为 B M-tubulin 豚 抗 单元 隆 抗体 (1:50; Millipore) 

细胞 免疫 组 化 和 脑 片 组 化 结果 均 在 共聚 焦 显 
微 镜 下 (Zeiss, LSM 510 META) 检 测 。 
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在 该 实验 分 化 体系 下 , Lyon-ES 在 分 化 第 12 天 
时 ，95% 以 上 的 细胞 为 神经 干细胞 ,细胞 排列 具有 

















典型 的 玫瑰 花 型 结构 (图 LA, B, E, F)。 细 胞 免疫 组 
化 实验 结果 表明 ,几乎 所 有 的 细胞 都 呈现 为 神经 干 
细胞 蛋白 标 记 物 Nestin( 图 1B) 和 Pax6( 图 1F) 阳 性 。 

分 化 得 到 的 Rosettes 结构 神经 干细胞 经 手工 挑 
选 后 贴 壁 培养 , 独 同 时 添加 bFGF/EGF， 可 维持 其 
Rosettes 结构 2 个 月 (图 2, 三 角 符 号 所 示 )， 90% 以 
上 的 细胞 保持 不 分 化 特性 (图 3); 9 AN 2S DO 
bFGF/EGF 培养 部 分 细胞 将 开始 分 化 (图 4)。 经 细 
胞 组 织 化 学 实验 ，Rosettes 结构 神经 干细胞 在 分 化 
第 21 天 时 ,大 量 细胞 表达 神经 元 和 掉 白 标记 物 昌 
-tublin-II( 图 SB)， 在 分 化 第 56 天 时 , 大 多 数 细胞 表 
达 神 经 胶 质 细胞 重 白 标记 物 GFAP( 图 SF). 

将 经 bFGF/EGF 扩 增 后 的 Rosettes 结构 神经 干 
细胞 移植 到 两 只 独 猴 海马 后 两 个 月 ,发现 移 植 细胞 
能 够 较 好 的 在 猕猴 脑 内 存活 (图 4A), 有 旦 能够 表达 神 
经 元 蛋白 标记 物 B -tublin-II( 几 4B), 表明 这 些 细胞 
已 经 分 化 为 神经 元 。 


3 讨 论 


ESCs 其 有 分 化 为 号 体 的 所 有 次 型 细胞 的 能 
长 期 以 来 ,EScs 问 神 经 细胞 的 分 化 一 直 是 研究 热 
点 。 目 前 , 体外 定 问 诱导 ESCs 回 神 经 分 化 的 方法 
BIE, 依据 分 化 原理 可 以 分 为 以 下 儿 种 : 化 学 物质 
诱导 法 (Bain et al, 1995)、EB 形成 法 (Reubinoff et al, 
2001; Kuo et al, 2003; Itsykson et al, 2005)、 共 培 























图 1 LYON-ES 细胞 在 神经 分 化 第 12 天 分 化 为 神经 干细胞 
Fig.l LYON-ES cells differentiated into neural stem cells at the 12" day 
A)GFP( 绿 色 ); B) 神 经 干细胞 蛋白 标记 物 Nestin( 红 色 ); C) 细 胞 核 Hochest( 蓝 色 ); D) A.B. C IME; E) GFP( 绿 色 ); 也) 神经 干细胞 蛋白 标记 物 Pax6( 红 色 ); 
G) 细 胞 核 Hochest( 蓝 色 ), H)E. F~ G&B. 
A)GFP(green); B)neural stem cell marker Nestin(red); C) nuclei were stained by hochest(blue); D)overlap of A,B and C; E)GFP(green); F)neural stem cell 


marker Pax6(red); G)nuclei were stained by hochest(blue); H)overlap of E,F and G 
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图 2 Rosettes 结构 神经 干细胞 经 (RNSCs)bFGF/EGF 扩 增 
Fig.2 Rosettes neural stem cells(RNSCs) proliferate with bFGF/EGF 
A) 表达 GFP 的 神经 干细胞 , 三 角 符 号 所 示 为 Rosette 结构 (绿色 ); B) 细 胞 核 Hochest( 蓝 色 ); COA, B 闭 加 图 。 
A) cells express the GFP(green) . Triangle indicates the Rosettes shapes; B)nuclei stained by hochest(blue), C)overlapped of A and B. 
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图 3 手工 挑选 Rosettes 结构 神经 干细胞 经 bFGF/EGF 扩 增 传代 培养 
Fig.3 The Rosettes neural stem cells proliferation and differentiation with bFGF and EGF 


A) GFP(2k 4); B) 神 经 干细胞 蛋白 标记 物 Nestin( 红 色 ); OA, BMK. 


A) green fluorescent protein,GFP(green); B)neural stem cell marker Nestin(red); C)overlapped of A and B. 
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Al 4 手工 挑选 Rosettes AKAFARA Dee Rec bFGF/EGF) 
Fig.4 The Rosettes neural stem cells proliferation and differentiation without bFGF and EGF 


A) GFP(2k É); B) 神 经 干细胞 蛋白 标记 物 Nestin( 红 色 ); C) A、B @ UIA. 


A) GFP(green); B) neural stem cell marker Nestin(red); C) overlapped of A and B. 


养 或 条 件 培 养 基 诱导 法 (Takagi et al, 2005;Yan et al, 
2005)、 基 因 修 饰 法 和 单 层 培养 诱导 分 化 法 Nestin 
(Andressen et al, 2001). Sox2(Li et al, 1998), 

Nurr1(Kim et al, 2002), bHLH(Kanda et al, 2004): . 
其 中 EB 形成 法 义 称 谱系 选择 法 ,是 目前 胚胎 干 细 
胞 问 神 经 细胞 分 化 研究 中 最 第 用 的 方法 。 该 分 化 方 








法 具有 三 维 结构 ， 可 以 模拟 早期 胚胎 发 育 的 许多 特 
点 , 广泛 应 用 在 灵 长 关 神经 分 化 研究 中 (Reubinoff 
Et al, 2001; Kuo et al, 2003; Itsykson et al, 2005)。 本 
实验 参照 Pankratz et al ( 2007) 建 立 的 综合 EB 法 和 
单 层 法 优点 的 分 化 体系 , 建 六 了 稳定 局 效 的 神经 干 
细胞 分 化 体系 ， 访 体系 分 化 采用 无 血清 培养 基 ， 得 
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50 um 
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图 5 经 bFGF/EGF 扩 增 后 的 Rosettes 神经 干细胞 向 神经 细胞 分 化 
Fig.5 The Rosettes neural stem cells proliferate with bFGF/EGF and differentiate into neurons and glia cells 


A) GFP(4k £4); B) 神 经 元 蛋白 标记 物 8 -tublin-II( 红 色 ); CC) 细胞核 Hochest( 赣 色 ); D) A、B、C 车 加 图 ; EDAet2e762e A GFP( 绿 色 ); F) 神 经 股 质 细胞 重 白 


标记 物 GFAP( 红 色 ); G) 细 胞 核 Hochest( 蓝 色 ); H E, F~ G SUA. 





A) GFP(green); B) neural cell marker $ -tublin-lll(red); C) nuclei were stained by hochest(blue); D) overlap of A, B and C; E) GFP(green); F) glial cell marker 


GFAP(red); G) nuclei stained by hochest(blue); H) overlap of E,F and G. 
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图 6 经 bFGF/EGF 扩 增 后 的 Rosettes 神经 干细胞 猕猴 脑 内 
移植 
Fig.6 The rosettes neural stem cells proliferated by adding 
bFGF/EGF were transplanted into rhesus monkey brain 

A) 存 活 的 移植 GFP 细胞 (绿色 ); B) 移 植 细 胞 分 化 为 神经 元 ; Be Abily 
B -tublin-II( 红 色 ); C) 细 胞 核 Hochest( 蓝 色 ); D) A. B, C MUNA. 

A) alive GFP cells; B) transplanted neural stem cells differentiated into neurons; 
neural cells marker 8 -tublin-[] (red); C) nuclei were stained by hochest(blue); 
D) overlap of A,B and C. 


到 了 Nestin 和 Pax6 高 表达 的 神经 干细胞 。 

Rosettes 结构 的 NSCS(R-NSCS) 具 有 广泛 的 发 
育 潜能 。 因 此 ， 如 何 扩 增 和 维持 R-NSCs 是 开展 神 
经 疾病 细胞 蕉 代 性 治疗 研究 的 关键 。Li et al(2008) 
发 现 肝 细胞 生长 因子 (hepatocyte growth factor, HGF) 


能 协同 bFGF 促进 狂 猴 胚胎 干细胞 来 源 的 神经 前 体 
细胞 的 增殖 。 虽然 bFGF 和 EGF 是 常用 的 扩 增 和 维 
持 NSCs 的 关键 生长 因子 (Murphy et al, 1990 ; 
Studer et al, 1998)， 可 有 些 学 者 认为 ， 当 R-NSCs 在 
bFGF/ EGF 存在 时 , 会 引起 Rosettes 结构 的 改变 从 
而 导致 其 向 终端 分 化 。bFGF HA HERE 
(rostro-caudaD) 轴 广泛 类 型 细胞 分 化 的 能 力 ， 经 过 
bFGF 长 期 扩 增 的 细胞 将 很 难 分 化 成 特定 区 域 的 神 
经 元 (Du& Zhang，2004) 。 也 有 学 者 认为 ,经 过 
bFGF/EGF 扩 增 后 依然 能 够 长 期 维持 其 干细胞 特性 
(Hong et al, 2008; Koch et al, 2009). 本 实验 中 , 手工 
挑选 的 R-NSCs 经 过 bFGF/EGF 扩 增 传代 2 个 月 后 ， 
仍然 能 够 较 好 的 维持 Rosettes 结构 特性 ， 表明 
bFGF/EGF 扩 增 能 够 较 好 的 维持 干细胞 的 分 化 特性 。 

当前 进行 的 神经 干细胞 移植 实验 研究 中 ,多 数 
都 通过 bFGF/EGF 扩 增 , 移植 后 细胞 的 存活 、 分 化 
及 迁移 效果 民 好 (Muotri et al, 2005). HA ape HAF 
细胞 分 化 得 到 的 神经 干细胞 在 大 鼠 上 异种 移植 也 能 
够 存活 并 分 化 (Li et al，2005)。 本 实验 中 , 经 bFGF/ 
EGF fF SMM Rosettes 结构 神经 干细胞 经 同 种 移 
植 后 2 个 月 , 仍然 能 够 较 好 地 存活 并 问 神 经 元 分 化 。 

总 之 , 通过 bFGF/EGF 扩 增 的 神经 干细胞 能 够 
较 好 地 维持 其 干细胞 特性 , 移植 后 能 够 在 窒 主 脑 内 
存活 并 向 神经 细胞 分 化 , 这 为 将 来 人 类 神经 干细胞 
移植 提供 了 更 具 参 考 价值 的 数据 。 
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